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論 文 内 容 要 旨
Chapter1
は じめに
ダイ ズ の形質 転換体 の作 出の報告 がい くつ かな され て きた。 それ らは遺
伝子導入 の方法(ア グロバ クテ リウム法 とパーテイ ケル ガ ン法)と 遺伝 子
導入 に用 い る材料(カ ル ス、embryogenicカ ル ス、子葉 、胚軸お よび種子)
の組 み合 わせ を検 討 した ものであ るが 、その形質転換植 物体 の出現頻度 は
非常 に低 い。 そ の主要 な原 因 は、組織培養 によって カル スや組織 な どか ら
の再分 化 が困難 な点 にあ る。 そ のた め、 これ まで も再分化系 の確 立が検 討
され て きた。例 えば、未熟胚 か ら作出 したemblyogeniccallusを 用 いて再分
化率 を高 めた り、shootを 分化 させ るた めに様 々の組織 と培 地 を検討 した研
究例 が あ る。 しか しなが ら、他 の植物 と比較す る とその再分化率は非常に
低い。 したがって 、再 分化 率 に依存す る形質転換率 は一層低 く、また再分
化 して きた形質転擁植 物 の種 子稔 性の低 さも問題 点 の一つで ある・
本研 究で は組織培養 に よる再分化 の困難 なダイズ及 びイ ンゲンマ メの発
芽種 子 を遺伝 子 導入 の材料 と して、 アグ ロバ クテ リウムに よる形質転換 法
の確 立 とその応用 を 目的 と した。本研究 にお いては、(1)ダイ ズの発 芽種子
を用 い て、ア グ ロバ クテ リウム注入 に よる遺伝子導入 を試 み、 さらに(2)こ
の方 法 が これ まで形 質転換 が非常 に困難 とされ ていたイ ンゲ ンマ メに適用
で き るか を検 討 した。 そ して(3)本 法 に よって 、LEA(lateembryogenesis
abundant)タ ンパ ク質遺伝子 をダイ ズ とイ ンゲ ンマ メに導入 し、(4)その遺伝
子を導入 した植物 の後代 にお ける遺伝 子の発 現(塩 、浸透圧 に対す る植 物 の
反応)に ついて調 査 し、本法 の有用性 を検討 した。
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Chapter2
発芽 種子 へ のアグ ロバ クテ リウム注入 に よ るダイ ズ(6かc伽
配礁L)及 び イ ンゲ ンマ メ(P伽 ω伽 ツ〃忽αアげ5:L.)
の形質転i換体 の作 出
本研 究 で は ダイ ズ(イ ン ドネ シ ア のOrba品 種)及 び イ ンゲ ンマ メ(ラ イ
トグ リー ン品 種)の 種 子 を滅 菌 し、 ペ ーパ ー タオ ル を入れ た ベ トリデ ィッ
シ ュ の上 で 、・250C、24時 間 発 芽 させ た 。 そ の種 子 の皮 を除去 し、2枚 の子
葉 か ら、1枚 を除去 した。 プ ラ7くミッ ドpIG121(Fig,1)を 持 つ ア グ ロバ クテ
リ ウム をKm(カ ナマ イ シ ン)、Hm(ハ イ グ ロマ イ シ ン)そ れ ぞ れ50ppm
ず つ を入 れ たYEP培 地 に280C、24時 間 で 培 養 した 。 残 りの発 芽 した種 子 の
子葉 の基 部 に 対 して 、 注射 器(lm1)、 注射 針(0.4x19mm)を 用 い て 、ア グ ロ
バ クテ リウム を接種 した。 ア グ ロバ クテ リウム の接 種 は注入(切ecdon) 、 注
入+超 音 波(i勾ec廿on+sonicadon),注 入+吸 引 処 理(i勾ec丘on+vacu㎜inm廿ahon)
の三 っ の 方 法 で行 った 。
注 入 の方 法 で は100μtの ア グ ロバ クテ リ ウム の液 を 子 葉 の基 部 か ら1㎜
の場 所 に1㎜ の深 さ で注射 した(Fig.2)。 超 音 波 の 方 法 は ア グ ロバ クテ リウ
ム液 を注 射 した 後 、Sonicator(HondaW-103T)45kHzで 、5分 間行 った(Fig.
3-A)。 吸 引処 理 は ア グ ロバ クテ リウム を 注射 した後 、2分 間吸 引 処理 の状 態
(丘eea丘displacement;50yh血,画mate(balIastvalbe)open;1σ2,vacu㎜shu賃;
x104Torr,andrevolution;450rpm)で 行 っ た(Fig,3-B)。 ア グ ロバ クテ リウム を
接 種 した 後 、 そ れ らの 種 子 を再 び ベ トリデ ィッシ ュ に 移 し、250C、24時 間
培 養 した 。 そ の後 、 土 壌 に移植 した。
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育 成 した植 物 は花 と、さ らに種 子 を形 成 し、そ の 後 代(R2)も 種 子 を形 成
した(Fig.4)。 形 質 転 換 した 当代 の植 物(Ro)を 用 い て 、形 質 転 換 体 か ど うか 調
べ る た め にPCR 、 サ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン及 びGUS活1生 分 析 を行 っ
た。R・0植 物 のPCR分 析 を行 った結 果 、1.OkbのPCR産 物 が確 認 され 、NPTII
遺 伝 子 が導 入 され て い る こ とが分 か っ た 、 そ の結 果 はTable1に 示 した 。 例
え ば 、ダ イ ズ に お い は 、注 入 の方法 で は25種 子 を注 射 し、9個 体 の植 物 が 成
長 し、3個 体 の形 質 転 換 随物 が得 られ た。 イ ンゲ ンマ メ にお い は、 注入 の 方
'法で は25種 子 を注 射 し、9個 体 の植 物 が 成 長 し、2個 体 の形 質 転 換 随物 が 得
られ た。
形 質 転 換 した植 物(R-1)のGUS活 性 をX-Gluc(5-bromo-4-chloro-3-indolyI
β一glucuronide)で 調 べ た 結 果 、青 く染 ま った の でGUS遺 伝 子 が 発 現 して い る
こ とが確 認 され た(Fig.5)。 さ らに、R-1植 物(ダ イ ズ及 び イ ンゲ ンマ メ)
につ い て 、調 査 した と ころ1.OkbのPCR産 物 が 確 認 され 、NPTII遺 伝 子 が 導
入 され て い る こ とが確 認 で きた(Fig.6)。 葉 の 全DNAはSα πま3001の 両制 限
酵 素 で 切 断 し、PCR産 物 の サ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン を行 っ た結果 、
GUS(2.okb)(Fig.7)及 びNPTII(1.okb)とHPT(1.1kb)の バ ン ド(Fig.8)が 確
認 され た ので 、 導 入 した遺 伝 子 が維 持 され て い る こ とが 明 らか に な った 。
イ ン ドネ シ ア(P5品 種 を用 い て ・未 熟 種 子 か らemblyogenicca11usを 作 り・
それ にア グロバ クテ リウムを感染 させ る従来 の方法 も行 ったがぐその形 質
転換体 の出現頻度 は非 常に低 かった(Table2)。
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以上 の結果 よ り、組織 培養 を用いず 、ダイ ズ及 びイ ンゲ ンマメの発芽種
子 に、ア グロバ クテ リウムを注入 す る ことに よって、高 い頻度 で形質転換
植 物 を作 出で き るこ とが分 かった。
Chapter3
1.ダ イズ発芽種子へ のtEAタ ンパ ク質遺伝子の導入及びその
遺伝子発 現の解析
水 分不 足 、 高塩 濃 度 、 極 端 な 温 度 な どの 環 境 ス トレス は植 物 の成 長 、生
産 を限 定 す る大 き な 要 因 で あ る。 本 章 で は 、 そ の環 境 ス トレス耐 性植 物 を
作 出す る た め に、:LEA(lateembryogenesisabundant)タ ンパ ク質遺 伝 子 の導 入
を検 討 した。LEA遺 伝 子 は多 くの植 物 の種 子 胚 の 乾 燥 時期 や 環 境 ス トレス
を 与 えた 器 官 で 発 現 し、親 水 性 の 高 い タ ンパ ク質 で あ る とい う共 通 の特 性
を 持 ち、 そ の一 次 構 造 か らい くっ か の グル ー プ に分 類 され て い る。 本 研 究
で はそ の 中 の グル ー プ3の オ オ ム ギ 由来 のLEAタ ンパ ク質 遺 伝 子(万レ14!)を
前 章 の方 法 に よ り、 ダイ ズ の発 芽 種 子へ 注入 した。
前 章 と同 じ方 法 でplG121-LEAを 持 っ ア グ ロバ クテ リ ウムEHAlo1(Fig,9)
を 注 入 した 種 子 に お け る ア グ ロバ クテ リ ウム 吸 着 の 過 程 を 調 べ るた め に
sEM(Fig.10)及 びTEM(Fig.11)の 電 子 顕 微 鏡 で観 察 した 結 果 、ア グ ロバ
ク テ リウ ム の吸 着 が 観 察 で きた。 さ らに 、 ア グ ロバ クテ リウム を超 音 波及
び 吸 引処 理 で導 入 した種 子 の細 胞 をSEMで 観 察 した 結 果 、 ア グ ロバ クテ リ
ウ ム が組 織 内 に入 りや す い こ とが 分 か っ た(Fig.12).
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ダイ ズ の形 質 転換 を行 っ た結 果 、R-1の 植 物 にLEA遺 伝 子 の発 現 が 示 され
た。PCR方 法 を用 い て、 分析 を行 っ た結 果 、1.1kbのPCR産 物 が確認 され 、
形 質 転 換植 物(R-1)にLEA遺 伝 子 が導 入 され て い る こ とが分 か っ た(Fig.13)。
葉 の 全DNAを3α ∬と3061の 両制 限 酵 素 で切 断 し、PCR産 物 のサ ザ ンハ イ ブ リ
ダイ ゼ ー シ ョン を行 っ た結 果 、 適 合 す る1.1kbLEA遺 伝 子 のバ ン ドが 出た
の で 、導入 した 遺伝 子 が維 持 され て い る こ とが 明 らか に な っ た(Fig.14)。 ま
た 、 ウ ェス タ ン分 析 を行 っ た結 果 、形 質 転 換 の植 物 にお い て27kDのLEAタ
ン パ ク 質 が 発 現 して い る こ と が 分 か っ た(Fig.15).さ ら に 、NaCl及 び
Ma㎜itolの 植 物(R-3)の 成 長 に及 ぼす 影 響 を観 察 した と ころ、 明 らか に形
質 転 換 植物 は それ らに対 して 、耐 性 を示 した(Fig.16、17、18)。
2.イ ンゲンマメ発芽種子へのLEAタ ンパク質遺伝子 の導入及
び その遺伝子発現の解析
イ ン ゲンマ メの形 質転換 の報 告 は非 常 に少 ない。 これ までア グロバ クテ
リウム を使 っ て、イ ンゲ ンマ メの培養 細 胞 中へ遺伝 子 を導入 した報告はあ
るが 、形質転換 率は極 めて低 い。前 章において、ダイズ発芽種子 を用いて、
形 質転 換植物 を作 出す る こ とに成功 したので・本章 にお いては・ この方法
がイ ンゲ ンマ メ(ラ イ トグ リー ン品種)に 適 用で きるか ど うか検討 した。
遺 伝子導入 したイ ンゲ ンマ メ を分析 した結果 、1.1kbのPCR産 物が確認
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され 、形 質 転 換 植 物(R-1)にLEAタ ンパ ク質 遺 伝 子 が 導入 され て い る こ と
が 分 かっ た(Fig.19)。PCR産 物 の サ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ーシ ョンを行 っ た
結 果,適 合 す る1.1kbLEAタ ンパ ク質 遺 伝 子 のバ ン ドが確 認 され 、導入 した
遺 伝 子 が 維 持 され て い る こ とが 明 らか に な った 。 ま た 、 ウェ ス タ ン分析 を
行 っ た結 果 、形 質 転 換 植 物 に お い て 、27kDのLEAタ ンパ ク質 が発 現 して い
る こ とが分 か っ た(Fig.20).ま た 、R-2植 物 をNaClを 含 む 水耕 液 で培養 し、
そ の 成 長 を観 察 した と こ ろ 、 明 か に形 質 転 換 植物 は 、非 形 質 転 換植 物 と比
較 して、 そ の成 長 阻 害 は少 な く、塩 耐 性 を示 した(Fig.21)。
以 上 の 結 果 か ら、 ダ イ ズ の発 芽 種 子 へ の遺 伝 子 導 入 法 がイ ンゲ ンマ メ に




1.組 織 培 養 を用 い ず ア グ ロバ クテ リウム(plG121Plas叫id・NPTII,GUS,
HPT遺 伝 子 を もっ)を 直 接 ダ イ ズ の発 芽 種子 に注 入 す る こ とに よっ て 、
高 頻 度 で形 質 転 換 体 を得 る こ とが で き た。この 方 法 は形 質 転換 が 非 常
に 困難 で あ るイ ンゲ ンマ メ に も適 用 で き る こ とが分 か っ た。
2.ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 注 入 後 、 超 音 波(sonication)と 吸 引(vacuum
infiltra血on)処理 に よって 、形 質 転 換 率 を 高 め る こ とがで きた 。 この 処
理 に よ っ て 、ア グ ロバ クテ リ ウム が植 物 組織 に吸 着 しや す くな る こ と
が 、 電 子 顕 微 鏡 に よっ て観 察 され た。
3・ 本 法 に ょ り こ は じ め でLEA(1・teem蜘9・n・ ・i・ab㎜ 伽t),9・up
3:E吻1)タ ンパ ク質遺伝 子 をダイズ とイ ンゲ ンマ メに導入 し、形質
転換体 を作 出す る ことがで きた。それ らの形質転換体 は、いずれ も自
家種子 を形成 した。
4.LEAタ ンパ ク質遺伝子 を導入 した形質 転換体 は、後代(R2の イ ンゲ ン
マ メ,R3の ダイ ズ)に おいて 、LEAタ ンパ ク質 を生成 し、NaCI及 び水
分欠 に よる成長 阻害が、非形 質転換体 の もの よ り少 な く、耐塩性 と耐
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論 文 審 査 結 果 要 旨
マメ科植物の中で重要 な作物 の一つ であるダイズの形質転換体作出の報告がこれまでい くっかなされ
てきた。それ らは遺伝子導入の方法(ア グロバ クテ リウム法 とパ ーテ クルガ ン法)と 遺伝子導入 に用い る
材料(カ ルス,embryo-genicカ ルス,子 葉,胚 軸な ど)の組み合わせ を検討 したで あるがその形 質転換率
は非常 に低い。その主要 な原因は組織培養 によるカルスや組織 な どか らの植物 の再分化が困難な点 にあ
る。そのため,こ れ まで も再分化系 を確立す るための研究が長 年にわた り行われて きた。例 えば,未 熟
胚 か ら誘導 したembryo-geniccallusを 用いて再分化率 を高 めた り,shootを 分化 させ るため に種 々の組
織 と培地 を検討 した研究例がある。 しか しなが ら,他 の植物 と比べ る とその再分化 は非常 に低 い。 した
がって,再 分化 に依存す る形質転換 は非常 に困難 であ り,ま た形質転換体 の種子稔性 の低 さも問題点の
一つである。
本研究 は組織培養 による再分化 の困難 なダイズ及 びインゲ ンマ メの発芽種子 を遺伝子導 入の材料 とし
て,ア グロバ クテ リウム による形質転換法の確立 とその応用 を目的 と した ものであ る。本研究 におい て
は,(1)ダ イズの発 芽種子へのアグロバ クテ リウム注入 による遺伝子導入 を試み,(2)こ の方法が これまで
形質転換が非常 に困難 とされていたイ ンゲ ンマメた適用 で きるか を検討 した。 そ して(3)本 法に よって,
LEA(1ateembryogenesisabundant)タ ンパ ク質遺伝子 をダイズ とイ ンゲンマ メに導入 し,(4)そ の遺伝
子 を導入 した植物の後代 における遺伝子の発現 について調査 し,本 法の有用性 を検討 し,以 下の結果が
得 られ た。
1)組 織培養 を用 いず アグロバ クテ リウム(plG121plasmid-NPT2.,GUS,HPT遺 伝子 を もつ)を 直接 ダ
イズの発 芽種子 に注入す るこ とによって高い頻度で形 質転換体が得 られた。 この方法はイ ンゲ ンマ メに
も適用で きた。
2)ア グロバ クテリウム を注入 した後,超 音波(sonication)と 吸 引(vacuuminfiltration処 理 を行 うことに
よって,形 質転換率 を高 め られ ること,ま た,こ の処理 はアグロパ クテ リウムが植物組織 に吸着 しやす
くなる ことが明 らか となった。
3)本 法 によ り,は じめてLEA(lateembryogenesisab㎜dant,group3:ME-LeaN4)タ ンパ ク質遺伝子 を
導入 し,ダ イズ とイ ンゲ ンマ メの形質転換体 を作出 した。 これ らないず れ も自家種子 を形成 した。
4)LEAタ ンパ ク遺伝子 を導入 した形 質転換体 はその後代 において,Leaタ ンパク質 を生成 しNaC1及 び水
分欠 による成長 阻害が非形質転換体の もの よ り少な く,耐 塩性 と耐乾燥性 を示 した。
以上 のように本論文 は,こ れ まで組織培養 による植物体の再分化 が非常 に困難 な ダイズ とインゲ ンマ
メの発芽種子 を用 いて形質転換体 を作 出 した ものであ り,そ の方法 の他植物への応用 も期待 され,審 査
員一 同は本論文提 出者 に博士(農 学)の 学位 を授 与す るに値 する もの と判定 した。
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